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Zum Einfluß von Hämolyse, Harnstoff und Bilirubin
auf die Präzision radioimmunologischer Digoxin- und Insulin-Bestimmungen
Von A. Dwenger und/. Trautschold
unter Mitarbeit von Birgitt Nentwig, Gabriele Röllig und P. Tost
Aus der Abteilung für Klinische Biochemie des Zentrums Biochemie der Medizinischen Hochschule Hannover
(Eingegangen am 27. März/20. August 1981)
Zusammenfassung: Der Einfluß von Hämolyse, Urämie und Hyperbilirubinämie auf die radioimmunologischen Di-
goxin- und Insulin-Bestimmungen wird für jeweils fünf Trenntechniken (Dextran/Charcoal; Coated tube; Polyethylen-
glykol 4000; Natriumsulfit; Doppelantikörper-Methode) untersucht. Wiederfinderaten sowie intra- und interassay-
Präzision werden ermittelt. Hierbei zeigt sich, daß auch in Serumproben mit hohen Hämolysegraden (Hb < 50 g/l)
Digoxin nahezu störungsfrei bei Anwendung jeder der fünf Trenntechniken gemessen werden kann. Bei der Insulin-
Bestimmung kommt es bei allen Trenntechniken im Bereich der sichtbaren Hämolyse (Hb > 200 mg/1) zu Störungen
bzw. zu einem vollständigen Versagen des Tests. Dieser Einfluß kann unter deutlicher Verbesserung der Präzision
durch N-Ethylmaleinimid weitgehend aufgehoben werden. Die intraassay-Präzision liegt mit Ausnahme der Coated
tube-Trenntechnik unter 10% VK, die interassay-Präzision zwischen lO^und 20%. Ein störender Einfluß erhöhter
Harnstoff-Konzentrationen wird bei der Digoxin-Bestimmung nur im Coated tube-Test beobachtet, bei der Insulin-
Bestimmung dagegen im Coated tube- und im Doppelantikörper-Trennverfahren. Die intraassay-Präzision liegt eben-
falls bei Variationskoeffizienten bis 10%, die interassay-Präzision zwischen 10 und 20% VK. Bilirubin beeinflußt die
Digoxin-Bestimmung mit Natriümsulfit-Trenntechnik und die Insulin-Bestimmung mit Polyethylenglykol 4000- und
Natriumsulfit-Trenntechniken. Die intra- und interassay-Präzisionswerte liegen jedoch auch hierbei mit Ausnahme
des Coated tube-Verfahrens unter 10% bzw. zwischen 10 und 20% VK.
Im Vergleich zu der für Poolserum von Blutspendern ermittelten interassay-Präzision von 15% VK für die Digoxin-
und von 13% VK für die Insulin-Bestimmungen verschlechtern die drei untersuchten Störfaktoren Hämolyse, Harn-
stoff und Bilirubin die interassay-Präzision nur unwesentlich.
Effects of haemolysis, urea and bilirubin on theprecision of digoxin and Insulin radioimmunoassays
Summary: The influence of haemolysis, uraemia and hyperbilirubinaemia on the radioimmunoassay fpr both digoxin
and insulin has been investigated for five Separation techniques (dextran/charcoal; coated tube; polyethyleneglycol
4000; sodium sulphite; double antibody). Recoveries, and intra- and interassay precision were calculated. It was
demonstrated that even in serum samples with a rather high degree of haemolysis (haemoglobin up to 50 g/l) digoxin
can be meäsured by using each of the five Separation techniques without any significant interference. Visible haemo-
lysis (haemoglobin above 200 mg/1) leads either to disturbance or to a complete failure of insulin radioimmunoassays
with all Separation techniques. This effect can be largely neutralized, and precision improved, by using N-ethyl-
maleimide. With the exception of the coated tube Separation technique the intraassay precision has a CV of < 10%,
and the interassay CV is between 10 and 20%. Elevated urea concentrations interfered in the digoxin radioimmuno-
assay only when the coated tube technique wasused. The insulin radioimmunoassay, however was affected by high
ureä when either the double antibody or the coated tube technique was used. Here the intraassay precision also has
a coefficient of Variation <JO%, the interassay CV lying between 10 and 20%. Bilirubin influenced the digoxin test
when the sodium sulphite Separation was used, and it affected the insulin determinations with polyethyleneglycol
4000 and sodium sulphite. the intra- and interassay precision were however also around 10% and between 10 and
20% respectively. Compared with the interassay precision of 15% CV for digoxin and 13% for insulin for a pool-
serum from blood donors, the decrease of interassay precision caused by haemolysis, uraemia and hyperbilirubin-
aemia was insignificant.
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Einführung
Das generelle Ziel von Untersuchungen zur Qualitäts-
kontrolle radioimmunologischcr Verfahren ist es, eine
Verbesserung von Präzision und Richtigkeit dieser Ver-
fahren zu erreichen und die Sicherheit der klinischen
Diagnostik zu erhöhen. Diese Versuche werden in der
Bundesrepublik Deutschland seit einigen Jahren vom
Institut für Klinische Biochemie der Universität Bonn,
vom Institut für Standardisierung und Dokumentation
Düsseldorf sowie einer Endokrinologischen Arbeitsgruppe
der Medizinischen Klinik Innenstadt der Universität
München durchgeführt (1-15). Auf internationaler
Ebene befaßt sich die WHO seit 1976 weltweit mit der
Standardisierung und Qualitätskontrolle radioimmuno-
logischer Hormonanalysen (16-18). Von den beiden
erstgenannten Institutionen werden externe Qualitäts-
kontrollversuche für einige Hormone in einem der
Evaluation sonstiger klinisch-chemischer Kenngrößen
analogen Vorgehen in freiwilliger Teilnahme durchge-
führt. Da hierbei jedoch hur zwei Proben untersucht
werden, sind Information und Analyse möglicher Feh-
lerquellen eingeschränkt. Die Münchner Arbeitsgruppe
führt Versuche zur externen Qualitätskontrolle nach
eigenem Modell durch, bei dem eine größere Proben-
zahl untersucht wird, wobei entsprechend Art und
Menge der Proben weitergehendere Informationen zu
Besonderheiten von Testsystemen und deren Beein-
flußbarkeit ermittelt und in Empfehlungen zu Testver-
besserungen urngesetzt werden können. Auch für das
Nichthormon Digoxin wurden Ringversuche nach bei-
den Modellen durchgeführt (19-22). Die WHO verwen-
det zur Qualitätskontrolle radioimmunologisöher Hor-
monbestimmungen das aufwendigste Verfahren
("matched reagents programme"), bei dem'den Teil-
nehmern Reagenziensätze und Arbeitsanleitungen per-
manent zur Verfügung gestellt werden. Es ist hierbei
das Ziel, eine möglichst stabile und wenig störanfällige
Methode für jedes Antigen herauszufinden, um sie dann
als jeweilige Referenzmethode zu deklarieren (17, 18).
Aufgrund der Komplexität des fadiöimmunologischen
Gesamtanalysenablaufs kann in Ringversuchen mit nur
wenigen Proben anhand des Vergleichs der Ergebnisse
mit dem wahrscheinlichsten Wert oder dem Referenz-
wert nur das Ausmaß der Abweichung festgestellt wer-
den, nicht aber ihre Ursache, da sie an unterschiedlichen
Stellen iri der Abfolge der Teilprozesse des Gesamtab-
laufs lokalisiert sein kann. Einige der Faktoren, die
durch ihren Einfluß auf Teilschritte oder Bestandteile
einer radioimmunologischen Methode zu Ergebnisdiffe-
renzen führen können, sind bekannt, weitere können
lediglich vermutet werden oder sind unbekannt. Eine
Aufstellung hierzu gibt Tabelle l. Die Ergebnisse vei>
Tab. 1. Einflußgrößen, die bei radioimmunologischen Verfahren zu Resultatsunterschieden fuhren können.
Bestandteil oder Teilschritt einer
radioimmunologischen Methode
Variable Faktoren, die zu Resultatsunterschieden führen können
1. Reagenzien
Standard-Antigen
Markiertes Antigen
Antikörper
Puffersystem
Standard-Matrix
2. Probenmatrix
3. Proben Vorbereitung
4. Dosierung und Verdünnung
5. Reaktionsgefäße
6. Inkubation
7. Trenntechnik
8. Radioaktivitätsmessung
9. Auswertung
Struktur, Reinheit, Stabilität, Pfoteinbindung
Art der Markierung, spezifische Radioaktivität, Stabilität, physikalisch-chemische Eigen-
schaften im Vergleich zum Stahdard-Antigen
Spezies, Art des Immunogens, Immunisierungsschema, Affinitätskonstante gegenüber 'mar-
kiertem und unmarkiertem Antigen
Zusammensetzung, lonenstärke, pH-Wert, Art und Konzentration des Schutzproteins, Zu-
sätze weiterer Reagenzien (z. B. Natriumazid, Enzyminhibitoren, Substanzen zur Verhinde-
rung einer Protein-Antigen-Wechselwirkung)
Zusammensetzung
Zusammensetzung (unphysiologische Konzentration physiologischer Bestandteile, unter-
schiedliche Konzentrationen unphysiologischer Bestandteile)
Gewinnung, Lagerung, Versand, Vorbehandlung (Extraktion, Hitzebehandlung, Gerinnungs-
hemmung u.a.)
Qualität von Dosierern bzw. mechanisierten Systemen, Materialien
Material, Oberflächen/Volumen-Verhältnis
Temperatur, Zeit
Art der b/f-Trennung, Einflüsse durch Komponenten der Probenmatrix, unspezifische Bin^·
düngen
Art und Qualität des Meßgerätes, statistischer Zählfehlcr
Art und Qualität des Angleichverfahrens für die Standardkurve, individuelle unspezifische
Bindungen
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schiedener Ringversuche (11,14,19) zeigten, daß die
Interlaboratoriums-Präzision für Proben auf Human-
serum-Basis mit physiologischer Zusammensetzung der
Komponenten auffällig besser ist als für Proben, die
physiologische Bestandteile in unphysiologischer Kon-
zentration oder unphysiologische Bestandteile in unter-
schiedlicher Konzentration enthalten. Als Beispiel hier-
für dient das Präzisionsprofil aus einem Digoxin-Ring-
versuch (19), in dem die Interlaboratoriums- bzw. inter-
assay-Präzision für derartige Typen von Serumproben
verglichen wird (Abb. 1).
Bei Interlaboratoriumsvergleichen durch Ringversuche
können alle in Tabelle l genannten Faktoren durch
ihren individuellen Einfluß auf unterschiedliche Test-
verfahren zur Verschlechterung der Interlaboratoriums-
Präzision beitragen. Die Entwicklung auf dem Gebiet
der Zuverlässigkeit radioimmunologischer Verfahren hat
gezeigt, daß ein kontinuierlicher Mehraufwand an Unter-
suchungs-Material und -Methodik notwendig ist, um eine
wirksame Verfahrens-Evaluation durchzufuhren, wobei
auch ein derart umfangreiches Programm wie das der
WHO nur eine begrenzte Anzahl von Probentypen und
damit auch Störfaktoren untersuchen kann. Weitere In-
formationen zur Störanfälligkeit von Testverfahren kann
man erhalten und eventuell auch bei der Ermittlung
robuster Methoden berücksichtigen, wenn in systemati-
schen Untersuchungen an exemplarischen radioimmuno-
logischen Verfahren festgestellt wird, welche potentiel-
len Störfaktoren bei definierten Methoden zu groben
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Abb. 1. Interlaboratoriums-Präzision der radioimmunologischen
Digoxjn-Bestimmung, ermittelt aus Daten eines Ringver-
suchs (19) mit 54 Methoden. Variationsköeffizienten (%)
in Abhängigkeit von der Digoxin-Konzentration in
Serumproben mit physiologischer und unphysiologischer
Zusammensetzung.
• Poolserumproben mit zugesetztem Digoxin
o Serumproben aus einer pharrnakokinetischen Unter-
suchung
Hamolytische Serumprobe
A Serumprobe mit unphysiologischer Proteinzusammen-
setzung
o Serumprobe mit erhöhter Lipidkonzentration
Kontrollserurn l
• Kontrollserum 2
Abweichungen fuhren, die dann als Referenzmethoden
zu wenig robust sind. Dieses ist anhand ausgewählter
repräsentativer Methoden möglich, bei denen bis auf
die zu untersuchenden Variablen weitere Parameter
konstant gehalten werden können. Aus der Gruppe po-
tentieller Teststörungen, die durch eine von humanem
Spenderserum abweichende Probenmatrix-Zusammen-
setzung hervorgerufen werden können, werden die Ein-
flüsse von Hämolyse, Harnstoff und Bilirubin auf je-
weils fünf radioimmunologische Methoden zur Bestim-
mung eines Steroidhaptens (Digoxin) und eines Peptid-
antigens (Insulin) untersucht.
Material und Methoden
Verwendete Reagenzien und Lösungen
E. Merck: 5,5-Dietylbarbitursäure Natriumsalz, zur Analyse;
Natriumacetat, krist., zur Analyse; Natriumchlorid, krist., zur
Analyse; Natriumazid; Natriumsulfit, wasserfrei, rein; Aktiv-
kohle zur Analyse; Harnstoff zur Analyse; Bilirubin für bioche-
mische Zwecke.
Sigma: N-Ethylmaleinimid.
Serva: Albumin aus Rindcrserum lyophil. rein, 92% min.; Im-
munglobulin aus Rinderserum lyophil. rein 98%; Aktivkohle aus
Holz Norit A.
Fluka AG: Dextran MG 80000 purum.
Merck-Schuchardt: Polyethylenglykol 4000 zur Synthese.
Hoffmann-La Röche: Liquemin 25000, Natrium-heparinat.
Hoechst AG: Insulin vom Schwein, 125I-markiert, spezifische
Aktivität 6,475 GBq/mg (175 mCi/mg), lyophil. getrocknet.
Boehringer/Mannheim: Antikörperbeschichtete Reaktions-*
gefäße aus der Testkombination zur radioimmunologischen In-
sulinbestimmung; antikörperbeschichtete Reaktionsgefäßc aus
der Testkombination zur radioimmunologischen Digoxin-Be-
stimmung; Digoxin-125I-Derivat, spezifische Aktivität
18,5 GBq/mg (500 mCi/mg); Digoxin, reinst.
Calbiochem-Behring Corp.: Immunglobulin, guinea pig, shccp
antibody to, lyophilized; Immunglobulin, rabbit, goat antibody
to, lyophilized; serum, normal rabbit, lyophilized, B grade.
Novo: Insulin vom Sehwein, 10 X krist., l mg = 25 IE.
Meerschweinchensentm
Meerschweinchen wird in Ethernarkosc Blut durch Herzpunk-
tion entnommen und nach Gerinnung Serum gewonnen.
Pufferlösung l
5,5-Diethylbarbitursäurc Natriumsalz 7,13 mmol/1: Natrium-
acctat 11,8 mmol/1; Natriumchlorid 138 mmol/1; Natriumazid
15,4 mmol/l; Albumin aus Rinderserum 5 g/l; pH 7,4.
Pufferlösung 2
Pufferlösung l mit 15 g/l Immunglobulin aus Rinderserum.
Pufferlösung 3
Pufferlösung l ohne Albumin.
Insulin- ntikörper
Anti-Schwcineinsulin-Scrum vom Meerschweinchen.
Digoxin-A ntikörper
Anti^Digoxin-Serum vom Kaninchen. Bei Antiserum-Verdünnun-
gen von 1:250000 (Digoxin) und 1:250000 (Insulin) im Test-
ansatz wird unter Verwendung von Polyethylenglykol 4000
als Trennmittel (175 g/l Endkonzcntration) in 20 Stunden bei
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4 °C und bei Einsatz von 10000 Imp/min (Digoxin) bzw.
15000 Imp/min (Insulin) pro Tcstansatz jeweils die Hälfte des
markierten Antigcns spezifisch gebunden.
Digoxin-Tracerlösungen
125l-Digoxin-Derivat mit einer spezifischen Radioaktivität von
18,5 GBq/mg (500 mCi/mg). Hieraus werden Lösungen mit
10000 Imp/min · 100 Pufferlösung l (Trenntechniken Poly-
ethylcnglykol 4000; Dextran/Charcoal; Natriumsulfit; Coated
tube) und mit 10000 Imp/min · 100 Pufferlösung l und
40 Kaninchenserum pro ml Tracerlösung (Trenntechnik Dop-
pelantikörper) hergestellt.
Insulin-Tracerlösungen
\12S l ] Insulin vom Schwein mit einer spezifischen Radioaktivität
von 6,475 GBq/mg (175 mCi/mg). Hieraus werden Lösungen mit
15000 Imp/min · 100 Pufferlösung l (Trenntechniken Poly-
ethylenglykol 4000; Dextran/Charcoal; Natriumsulfit), mit
15000 Imp/min · 100 Pufferlösung l und 40 Meerschwein-
chenserum pro ml Tracerlösung (Trenntechnik Doppelantikör-
per) und mit 20000 Imp/min · 1000 Pufferlösung l (Trenn-
technik Coated tube) hergestellt.
Digoxin-Standards
Durch Lösen von Digoxin in einer ethanolischen Lösung
(12 mmol/1 Ethanol im Wasser) wird eine Lösung mit der Di-
goxin-Konzentration l g/l hergestellt, mit Pufferlösung l auf
10 mg/1 und mit Poolserum männlicher Blutspender auf 4, 2, l
und 0,5 g/l verdünnt..
Insulin-Standards
10X kiist. Schweineinsulin wird in 0,03 mol/1 HC1 gelöst, mit
Pufferlösung l auf 100 E/l und mit insulinarmem Serum auf
160, 80.40 und 20 mE/1 verdünnt.
Proben Vorbereitung
Als Matrices zur Herstellung von Standards und Proben werden
Poolserum männlicher Blutspender (Digoxin-Bestimmungen) und
ein insulinarmes Poolserum (Insulin-Bestimmungen) verwendet.
Die Entfernung von Insulin aus Poolserum erfolgt durch 18-stün-
diges Rühren einer Suspension von 200 g Aktivkohle (Norit A)
pro Liter Serum bei 4 °C, 8-stündige Zentrifugation bei 20000g
und 4 °C und Filtration durch Glaswolle (23). Unter Bezug auf
Insulin-Standards in Pufferlösung 2 und bei Anwendung der
Polyethylenglykol 4000-Trenntechnik läßt sich in Wiederfmde-
versuchen durch Korrelation von zugesetztem und wiedergefun-
denem Insulin durch lineare Regression eine Erniedrigung der
Insulinkonzentration in Poolserum mit diesem Verfahren von
21,3 auf 0,9 mE/1 ermitteln.
Hämolyse/N-Ethylmaleinimid
Zur Herstellung eines Hämolysats wird heparinisiertes Spender-
blut (Hepaiin-Natrium 75000 E/l Blut) 10 min bei 1000 g
zentrifugiert, das Plasma verworfen, die zellulären Bestandteile
zweimal mit physiologischer NaCl-Lösung gewaschen, dreimal
tiefgefroren und aufgetaut. Durch Zusatz des Hämolysats
(Hb 350 g/l) zu Poolserum werden Proben mit Hämoglobin-
Konzentrationen von 0,005-50 g/l hergestellt. Die Hämoglobin-
Konzentration wird mit Hilfe der Methämoglobincyanid-Methode
mit einer modifizierten Drabkin-Lösung ermittelt (24, 25).
Durch Lösen von N-Ethylmaleinimid in Poolserum wird eine
Lösung mit einer Konzentration von 60 mmol/1 hergestellt, aus
der durch Zugabe von Hämolysat Proben mit Hb-Konzentratio-
nen zwischen 0,005 und 27 g/l resultieren.
N-Ethylmaleinimid
Durch Lösen von N-Ethylmaleinimid in Poolserum und Verdün-
nen mit Poolserum werden Serumproben mit N-Ethylmaleinimid-
Konzentrationen zwischen 12,5 und 100 mmol/1 hergestellt.
Harnstoff
Wäßrige Harnstofflösung mit einer Konzentration von 10 mol/1
wird Spenderserum zugesetzt, so daß Serumproben mit zuge-
setzten Harnstoff-Konzentrationen zwischen 10 und 80 mmol/l
resultieren.
Bilirubin
12 mg Bilirubin werden mit 50 l mol/1 NaOH intensiv ge-
mischt und nach Zugabe von 950 Poolserum bis zur vollstän-
digen Lösung geschüttelt. Diese Lösung wird Poolserum zuge-
setzt, wobei Serumpröben mit zugesetzten Bilirubin^Konzentra-
tionen zwischen 30 und 977 /1 resultieren.
•
Durchführung der Tests
Zusammensetzungen und Testbedingungen für Digoxin* und
Insulin- (in Klammern) Bestimmungen mit Trenntechniken
Polyethylenglykol 4000, Dextran/Charcoal, Natriumsulfit und
Doppelan tikörper
Die Proben zur Bestimmung der Gesamt-Tracerbindürig (Bq)>
Tracerbindung in Gegenwart der Standards (BSt), unspezifischen
Tracerbindung der Standardkurvenansätze (UBSt), Tracerbiri-
dvmg in Gegenwart der Probe (BPr), Tracerbindüng in Gegen-
wart von Probe und Antigenzusatz (B t OPr) und unspezifische
Tracerbindürig der Probenansätze (ÜBPr) werden jeweils in Tripll·
katen angesetzt. Volumenangaben in iA.
Standardkurve Proben
BÖ BSt UBSt BPr B+Pr UBPf
Standard/Probe
Poolserum
(insulinarmes Serum)
Tracerlösung
Pufferlösung l
l g/l Pufferlösung l
(50 mE/1
Pufferlösung 1)
10 mg/1 Pufferlösung l
(100 E/l
Pufferlösung 1)
Antikörperlösung
50 - 50 50 50
50
(50)
100
50
100
50
50
(50)
100 100
50
50
(50)
100 100
50 -
(50)
50
(50)
50 50 50 50 50 50
Testzusammensetzungen für Digoxin- und Insulin- (in Klam-
mern) Bestimmungen mit der Coated tube-Technik
Standardkurve Proben
BÖ BSt UBSt BPr B+Pr UBPr
Standard/
Probe
Poolserum
(insulinarmes
Serum)
Tracerlösung
Puffer-
lösung 1
1 g/l Puf-
ferlösung 1
(50 mE/1 Puf,
ferlösung 1)
10 mg/1 Puf-
ferlösung 1
(100 E/l Puf-
ferlösung 1)
100
100 -
(100)
500 500
(1000) (1000)
100 100
-
100
500
(1ÖOÖ)
-
100
(100)
100 100
— —
500 500
(1000). (1000)
100 -
100
(100)
100
—
500
(1000)
-
100
(100)
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Für die Coated tube-Technik werden die Reaktionsansätze zur
Digoxin-Bestimmung 2 Stunden bei Raumtemperatur, diejenigen
zur Insulin-Bestimmung 16-20 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert, der Inhalt wird abgesaugt und die Gefäße werden ein-
mal mit Leitungswasser gespült.
Alle anderen Reaktionsansätze werden 16-20 Stunden bei 4 °C
inkubiert. Nach halbstündigem Stehen bei Raumtemperatur er-
folgt die Zugabe von 500 Trennreagenz (Polyethylenglykol
4000, 263 g/l; Dextran/Charcoal in Pufferlösung 3,1,25/12,5 g/l;
zweiter Antikörper in optimaler Verdünnung in Pufferlösung 1),
Mischen und Stehenlassen für 2 min (Dextran/Charcoal),
10 min (Polyethylenglykol 4000; Natriumsulfit) bzw. 2 Stun-
den (Doppelantikörper) bei Raumtemperatur. Es wird 10 min
bei 2000 g zentrifugiert, 600 Überstands-Aliquot mit einem
automatischen Verdünnungsgerät abgenommen und die gebun-
dene Radioaktivität oder die gebundene und die freie Radio-
aktivität bis zu einer Impulssumme von 10000 Imp/min gemes-
sen.
Berechnung
Die Berechnung der Konzentrationen in den Proben erfolgt mit
Hilfe der geglätteten Spline-Approximation (26, 27) an einem
HP 9835 A-Rechnersystem, wobei eine individuelle Korrektur
für die unspezifische Bindung erfolgt (28). Die Berechnung von
spezifischer (B) und unspezifischer (ÜB) Bindung erfolgt für die
unterschiedlichen Trenntechniken nach:
%B bzw. %UB = (l - ·
Imp/minÜ · F
.) · 100
Imp/minÜ -Ump/minS
für Trenntechniken Polyethylenglykol 4000, Natriumsulfit,
Doppelantikörper
%B bzw. %UB = Imp/minÜ · F
Imp/minÜ + Imp/rninS
für Trenntechnik Dextran/Charcoal
) · 100
%B bzw. %UB = ( ) - 100
Imp/min total
für Trenntechnik Coated tube
Gesamtvolumen
abgenommenes Aliquot-Volumen
Imp/miriÜ = Radioaktivität des Überstands-Aliqupts
Imp/rninS = Radioaktivität des Sediments + Restüberstand
Der Faktor F wird entweder durch Wägung ermittelt oder aber
in Reaktionsansätzen, denen anstelle des jeweiligen Trennmit-
tels ein identisches Volumen Wasser zugesetzt wird.
Aus den Konzentrationswerten für die Probe mit und ohne
Antigen-bzw. Hapten-Zusätz wird die Wiederfindung berechnet.
Die intraassay-Präzision wird als Variationskoeffizient berechnet
aus Mittelwert und Standardabweichung aller Einzelwerte der
mit einer Trenntechnik bei allen Proben des entsprechenden
Typus von Störeinfluß ermittelten Konzentrationen.
Die interassay-Präzision wird als Variationskoeffizient berechnet
aus Mittelwert und Standardabweichung aller Einzelwerte der
mit 5 Trenntechniken bei einer Probe des entsprechenden Typus
von Störeinfluß ermittelten Konzentrationen.
Ergebnisse und Diskussion
Bei radioimmunologischen Bestimmungen sind die er-
mittelten Konzentrationswette die Resultante aus spe-
zifischen und unspezifischen Bindungen bzw. Effekten.
Weil darüberhinaus im Verhalten der unspezifischen
Bindungen auch Einflüsse auf das Testsystem erkannt
werden können, die außerhalb der eigentlichen Antigen-
Antikörper-Reaktion liegen, werden beide Kenngrößen
in Abhängigkeit der jeweiligen Variablen separat darge-
stellt: die spezifische Bindung als % Bindung oder % Wie-
derfindung, die unspezifische Bindung als % Bindung.
Hämolyse/Digoxin
Den Einfluß von Hämolyse auf die radioimmunologische
Digoxin-Bestimmung gibt Abbildung 2 wieder. (Das
Ausmaß an Hämolyse wird durch die Konzentration an
freiem Hämoglobin angegeben; ab etwa 200 mg/1 wird
Hämolyse sichtbar). Mit Ausnahme der Doppelantikör-
per-Trenntechnik, bei der es erst bei extrem hohen Hb-
Konzentrationen zu einer falsch positiven Wiederfindung
kommt, hat Hämolyse bis hin zu hohen Hämolysegra-
den weder Einfluß auf die Wiederfindung noch auf die
unspezifische Bindung bei den vier weiteren Trenntech-
niken. Der Vergleich der intraassay-Präzision für Hb-
Konzentrationen von 0-200 mg/1 und 200-10000 mg/1
zeigt eine geringfügige Verschlechterung im Bereich der
sichtbaren und starken Hämolyse an (Tab. 2), die inter-
assay-Präzisionsdaten lassen keinen deutlichen Einfluß
mit zunehmender Hämolyse erkennen (Tab. 3).
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Abb. 2. Wiederfindung (x ± s; n = 3) und unspezifische Bindung
(x aus n = 3) für fünf Trenntechniken bei der radioim-
munologischen Digoxin-Bestimmung in Abhängigkeit
von der Hämoglobin-Konzentration,
linke Ordinate: % Wiederfindung (·)
rechte Ordinate: · % unspezifische Bindung (o)
Abszisse: Hämoglobin-Konzentration in
mg/1 Testansatz
schraffierter Bereich: sichtbare bis starke Hämolyse
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Tab. 2. intraassay-Präzision radioimmunologischcr Digoxin- und
Insulin-Bestimmungen in Abwesenheit und in Gegenwart
von N-Ethylmaleinimid (12 mmol/1 Testansatz) bei ge-
ringer (Hb; 0-200 mg/1) und bei starker (Hb; 200-
10000 mg/l) Hämolyse. VK (%) aus ± s bei n = 5.1 .
Trenn tech-
niken
Digoxin Insulin Insulin/
N-Ethyl-
maleinimid
Hb (mg/l) Hb (mg/1) 'Hb (mg/l)
0- 200- 0- 200- 0- 200-
200 10000 200 10000 200 10000
6,4 8,4 6,8 > 43 8,3 8,7Dextran/
Charcoal
Coatedtube 12,2 8,4 14,2 > 50 18,4 13,9
Polyethylen- 6,5 10,8 5,3 > 30 8,4 21,5
glykol 4000
Natrium- 7,7 7,9 5,8 > 44 8,9 14,4
sulfit
Doppel- 10,3 17,5 10,9 > 28 8,2 23,5
antikörper
Tab. 3. Interassay-Präzision radioimmunologischer Digoxin- und
Insulin-Bestimmungen (Trenntechniken: Dextran/Char-
coal; Coated tube; Polyethylenglykol 4000; Natriumsul-
fit; Doppelantikörper) in Abwesenheit und in Gegen-
wart von N-Ethylmaleinimid (12 mmol/1 Testansatz) und
in Abhängigkeit vom Hämolysegrad (Hb; mg/1 Testansatz)
V K ( % ) a u s x ± s b e i n = 15.
Hämoglobin-
konzentfation
(mg/1)
0,8
2,6
25
128
257
630
1230
2450
5960
10600
Digoxin
11,5
16,5
15,0
10,7
14,8
16,2
13,0
11,9
16,6
20,7
Insulin
15,8
15,2
15,4
15,1
11,1
>14,5
>32,0
>38,0
_
-
Insulin/
N-Ethyl-
maleinimid
5,6
7,6
14,6
18,1
12,7
13,8
18,4
18,0
24,8
Hämolyse/Insulin
Der Einfluß zunehmender Hämolyse auf die Insulin-Be-
stimmung insbesondere im Gebiet der sichtbaren Hä-
molyse geht aus den drastischen Veränderungen der
Wiederfinderaten (Abb. 3), der Verschlechterung der
intraassay-Präzision (Tab. 2) sowie der interassay-Präzi-
sion (Tab. 3) hervor. Auch die unspezifischen Bindun-
gen zeigen einen Einfluß auf den Test an. Insbesondere
der Anstieg der unspezifischen Bindung bei der Trenn-
technik Dextran/Charcoal zeigt, daß innerhalb der 16-
20stündtigen Inkubationszeit ein vom Hämolysegrad ab-
hängiger Abbau zu Produkten provoziert wird, die in
ihrem Adsorptionsverhalten gegenüber Dextran/Charcoal
den durch Alterung 12S lod-markierten Insulins entste*
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Abb. 3. Wiederfindung (x ± s; n & 3) Und unspezifische Bindung
(x aus n = 3) für fünf Trenn techniken bei der radio-
immunologischen Insulin-Bestimmung in Abhängigkeit
von der HämoglobüvKönzeiitration.
linke Ordinate : % Wiederfindung (·)
rechte Ordinate: % unspezifische Bindung (o)
Abszisse: Hämoglobin-Konzentration in
mg/1 Testansatz
schraffierter Bereich: sichtbare bis starke Hämolyse
henden Radiolyseprodukten ähneln (28). Der durch ein
erythrocytäres Enzym verursachte Abbau, der sowohl
unmarkiertes wie auch markiertes Insulin betrifft * kann'
durch N-Ethylmaleinimid gehemmt werden (29,30), In
Anwesenheit einer auch für den höchsten Hämolysegrad
zur Enzymhemmung ausreichendem N-Ethylmaleiiiimid-
Kqnzentration von 12 mmol/1 Testänsatz wird im Be-
reich der sichtbaren und starken Hämolyse eine außer-
ordentliche Verbesserung der dntraassay-Präzision er-
reicht (Abb. 4, Tab. 2), die interassay-Präzision ist im
Vergleich zu derjenigen in Abwesenheit von N-Ethyl-
rnaleinimid bis zu höheren Hämolysegraden besser
(Tab. 3). Um auszuschließen, daß NJEthylrnaleinimid in
der angewandten Konzentration selbst einen Einfluß
auf die Antigen-Antikörper-Bindung und/oder auf die
unspezifische Bindung'ausübt, werden beide Parameter
in Abhängigkeit von der N-Ethylmaleinimid-Konzen-
tration für die fünf TrerintecMiken untersucht. Hierbei
zeigt sich, daß erst N-Ethylmaleinimid'-Konzentrationen
> 15 rnmol/1 bei drei Trenntechniken (Dextfan/Char-
coäl; Polyethylenglykol 4000; Doppelantikörper) zu
.einer geringfügigen Abnahme der spezifischen Bindung
führen.
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Abb. 4. Wiederfindung (x ± s; n = 3) und unspezifische Bindung
(x aus n = 3) für fünf Trenn techniken bei der radio-
immunologischen Insulin-Bestimmung in Gegenwart von
N-Ethylmaleinimid 12 minol/1 Testansatz in Abhängig-
keit von der Hämoglobin-Konzentration,
linke Ordinate: % Wiederfmdung ( )
rechte Ordinate: % unspezifische Bindung (o)
Abszisse: Hämoglobin-Konzentration in
mg/1 Testansatz
schraffierter Bereich: sichtbare bis starke Hämolyse
Abb. 5. Wicderfindung (x ± s; n = 3) und unspezifische Bin-
dung (x aus n = 3) für fünf Trenntechniken bei der
radioimmunologischen Digoxin-Bestimmung in Abhän-
gigkeit von der Harnstoff-Konzentration,
linke Ordinate: % Wiederfindung (·)
rechte Ordinate: % unspezifische Bindung (o)
Abszisse: Harnstoff-Konzentration in
mmol/l Testansatz zugesetzt
Harnstoff/Digoxin
Harnstoff-Konzentrationen bis zu 16 mmol/l Testansatz
entsprechend 80 mmol/l Serum bzw. Plasma bewirken
bei der Coated tube^Trenntechnik eine Abnahme der
Wiederfindung, die weiteren Verfahren bleiben unbe-
einflußt (Abb. 5). Analog den Ergebnissen aus den Un=
tersuchungen zum Einfluß der Hämolyse liegt die intra-
assay-Präzision im Mittel unter 10% VK, die interassay-
Präzision zwischen 10 und 20% VK (f ab. 4 und 5).
Harnstoff/Insulin
Bei der Insulin-Bestimmung führen höhere Harnstoff-
Konzentrationen zu einem geringen Anstieg der Wieder-
findung beim Coated tube-Verfahren, zu einem Abfall
bei der Doppelantikörper-Trenntechnik (Abb. 6). Die
intraassay-Präzisionsdaten für diese beiden Trenntechni-
ken-sind im Vergleich zu denen für die weiteren Trenn-
techniken schlechter (Tab. 4), die interassay-Präzision
nimmt mit zunehmender Harnstoff-Konzentration ab
(Tab. 5).
Tab. 4. Intraassay-Präzision radioimmunologischer Digoxin- und
Insulin-Bestimmungen bei Zusatz von Harristoff
(0-16 mmol/l) bzw. Bilirubin (0-195 1/1)
V K ( % ) a u s x ± s b e i n = 15.
Trenntechniken
Dextran/Charcoal
Coated tube
Polyethylenglykol 4000
Natriumsulfit
Doppelantikörper
Digoxin
Harn- Bili-
stoff rubin
5,8 7,5
18,2 16,1
9,3 9,2
9,7 14,9
6,3 7,6
Insulin
Harn-
stoff
10,0
12,2
9,6
8,2
20,8
Bili-
rubin
8,0
23,6
12,5
8,5
11,9
Bilirubin/Digoxin
Steigende Bilirubin-Konzentrationen fuhren bei der
Natriumsulfit-Trenntechnik zu einem Anstieg der Wie-
derfindung (Abb. 7), der durch den parallelen Anstieg
der unspezifischen Bindungen erklärt werden kann. Bei
individueller Korrektur für die unspezifischen Bindun-
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Tab. 5. Interassay-Präzision radioimmunologischcr Digoxin- und
Insulin-Bestimmungen (Trenntcchnikcn: Dextran/Char-
coal; Coatcd tubc; Polyctliylcnglykol 4000: Natriumsul-
fit; Doppelantikörper) in Abhängigkeit von der Harn-
stoff- bzw. Bilirubin-Konzentration. VK (%) aus ± s
bei n = 15.
Harnstoff Digoxin Insulin
zugesetzt
(mmol/l)
0
2
4
8
16
100
0
100
18,9 7,5
20,6 10,0
12,7 12,2
16,7 12,8
15,6 23,1
. . *j - f - .-
"Oextron/Chorcool
1 ' '
Bilirubin Digoxin Insulin
zugesetzt
(Mmol/l)
0 12.8 19,3
6 19,2 18,4
24 16,0 19,1
49 16,6 20,4
98 17,9 19,2
195 22,9 20,3
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Abb. 6. Wiederfindung (x ± s; n = 3) und unspezifische Bindung
(x aus n = 3) für fünf Trenn techniken bei der radioim-
munologischen Insulin-Bestimmung in Abhängigkeit
von der Harnstoff-Konzentration,
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(x aus n = 3) für fünf Trenntechniken bei der radio^
immunologischen Digoxin-Bestimmung in Abhängigkeit
von der Bilirubin-Konzentration.
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finderaten führen. Die intraässayr und interassay-Präzi-
sionsdaten entsprechen denjenigen aus den Untersuchung
gen zum Einfluß von Hämolyse bzw. Harnstoff (Tab. 4
und 5).
Bilirubin/Irisülin
Bei der Insulin-Bestimmung mit Polyethylenglykol 4000=
Trenntechnik erhöht Bilirubin geringfügig die Wiederfk-
dung und erniedrigt sie im Falle der Natriurnsulfit-Trenn-
technik (Abb. 8). Die intraassay-Präzisionsdateri für die
Irisulin-Bestimmung sind wie auch bei den Untersuchung
gen des Einflusses von Hämolyse und Harnstoff schlech-
ter als diejenigen der Digöxin^Bestirnmung, die interassay-
Präzision ist schlechter als die intraassay-Präzision und
sie zeigt keine Abhängigkeit von der Bilirubin-Konzen-
tration (Tab. 4 und 5).
gen und bei der Berechnung der Wiederfmdung aus der
Differenz der ermittelten Konzentrationswerte mit und
ohne Antigenzusatz steigen bei steigender unspezifischer
Bindung die Konzentrationswerte mit Antigenzusatz
stärker an als diejenigen ohne Antigenzusatz, so daß die
hierdurch steigenden Differenzen zu erhöhten Wieder-
Schlußfolgerungen
Bei der Berechnung von Wiederfindung und interassay-
Präzision über alle in dieser Untersuchung gemessenen
Poolserumproben, denen keine störenden Komponenten
zugesetzt worden sind, ergibt sich für Digoxin eine Wie-
derfmdung von 97,2 + 14,6% (n = 45) mit einem inter-
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assay-Variationskoeffizienten von 15,1% sowie für Insu-
lin eine Wiederfindung von 98,5 + 12,8 (n = 60) mit
einem interassay-Variationskoeffizienten von 13,0%.
Diese Variationskoeffizienten setzen sich aus intra- und
interindividueller Varianz des/der Untersucher (unter-
schiedliche Bearbeiter im cross-over-Verfahren), Prä-
zision in der Serie und Präzision von Tag zu Tag sowie
der interassay-Präzision zusammen und beinhalten somit
alle auch bei Interlaboratoriurns-Vergleichen bzw. Ring-
versuchen auftretenden Einflüsse mit Ausnahme der
weitestmöglichen Konstanz und Vergleichbarkeit der
Reagenzien und der Standardisierung der Durchführung.
Der Vergleich mit der bei Hämolyse (bei der Insulin-Be-
stimmung in Gegenwart von N-Ethylmaleinimid), Urämie
und Hyperbilirubinämie ermittelten interassay-Präzision
mit Variationskoeffizienten zwischen 10 und 20% zeigt,
daß diese Faktoren die interassay- (Interlaboratoriums-)
Präzision nur unwesentlich beeinflussen und offensicht-
lich nicht zu der schlechteren Präzision beitragen, wie
sie aus Interlaboratoriums- bzw. interassay-Untersuchun-
gen bei radioimmunologischen Verfahren bekannt ist
(2, 7, 8, 19-21). Die Ursachen hierfür liegen in der Viel-
falt der Kombinationsmöglichkeiten der in Tabelle l ge-
nannten variablen Faktoren, deren gegenseitige Einflüsse
zu untersuchen im einzelnen unmöglich ist. Insofern bie-
ten das WHO-Programm oder analog konzipierte externe
Qualitätskontroll-Untersuchungen wahrscheinlich den
erfolgversprechendsten Weg, eine Verbesserung der Zu-
verlässigkeit radioimmunologischer Verfahren zu errei-
chen. Unterstützende Maßnahmen wie die systematische
Untersuchung selektierter (potentieller) Störfaktoren
sind hierbei geeignet, grobe Störeinflüsse zu erkennen
und während der Entwicklung robuster Referenzmetho-
den rechtzeitig berücksichtigen zu können.
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